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摘要 : 症 蚁 主要 依靠 嗅觉 发 现 寄主 。 非 洲 症 蚁 冈比亚 按 蚁 Anopheles gambiae 是 一 种 嗜 吸 人 血 的 疮 疾 传播 媒介 昆虫 。 该 文 作者 
基于 其 全 基因 组 序列 ,采用 RT-PCR 和 标准 分 子 克 隆 技术 获得 2 个 嗅觉 结合 蛋白 候选 基因 agL23788 和 agLZ9988. 测序 分 析 结 
果 表 明 , 它 们 具有 了 嗅觉 结合 蛋白 的 标志 性 结构 域 。 进 一 步 采用 半 定 量 RT-PCR 技术 研究 了 它们 的 空间 表达 型 ,结果 发 现 它们 
不 但 在 肉 蚁 触角 中 表达 ,也 在 其 他 部 位 (尤其 是 蚊虫 是 部 ) 有 强 的 表达 。 这 一 发 现 说 明 症 蚁 嗅觉 结合 重 白 可 能 具有 更 广 的 功 
能 , 也 为 进一步 重组 表达 和 功能 研究 提供 了 重要 依据 。 
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Cloning. identification and expression profiling of the cDNAs of odorant-binding 


proteins in the malaria mosquito: Anopheles gambiae 
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Abstract: Olfaction plays a major role in host finding and selection of malaria mosquitoes. The African malaria mosquito» 
Anopheles gambiae is a highly anthropophilie malaria-transmitting vector. Two odorant-binding protein COBP? candidates 
CagLZ3788 and agLZ9988) have been identified using RT-PCR and standard molecular cloning techniques: based on its 
whole genome sequences. Sequencing and analysis showed that these two OBP genes are characterized by typical insect 
OBP motif. Furthermore: semi-quantitative RT-PCR was employed to study the spatial expression patterns of them» and 
the results demonstrated that they were not only expressed in female antennae: but also in other tissues: especially in 
mosquito legs. This finding indicates that mosquito OBPs might have other functions than binding odorants» and thus 
provides an important scientific basis for further recombinant and functional studies of mosquito OBPs. 
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症 疾 仍然 是 全 世界 所 面临 的 健康 问题 。 在 非 
洲 ,每 30 秒 就 有 一 名 儿童 死亡 ,每 年 有 多 达 一 百 万 
的 儿童 死 于 准 疾 。 准 疾 不 仅 给 非 训 造成 灾难 和 带 来 
难以 承受 的 经 济 负 担 ,也 曾经 并 仍然 是 中 国 的 主要 
健康 威胁 之 一 。 在 中 国 ,18 个 省 .787 个 县 有 准 疾 发 效 的 准 疾 传播 媒介 。 由 于 冈比亚 按 蚊 具有 高 度 嗜 吸 
生 。 在 中 国 南 方 , 如 海南 、 云 南 和 贵州 , 症 疾 仍然 是 人 血 的 特性 ,还 是 恶性 症 原 虫 Plasmodium falciparum 
主要 的 健康 威胁 之 一 ( 汉 兰 州 , 1937; 陆 宝 麟 , 1982; 极为 高 效 的 传播 媒介 (Curtis, 1996: 陆 宝 BE. 2000; 


亚 按 蚊 Anopheles gambiae 危害 尤为 严重 。 冈 比 亚 按 
蚊 又 称 非洲 疙 蚊 , E 5S Pd EG XE TR CE 6r PR CA. 
gambiae complex P 8*2 A — AR R P2] t ELEC A. 
arabiensis 是 目前 世界 上 分 布 范 围 最 广 , 而且 是 最 有 
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Nighom and Hildebrand» 20022. 因此 人 们 一 直 在 寻找 
控制 其 传 病 效能 的 方法 。 最 近 , 冈比亚 按 蚁 的 全 基 
因 组 序列 已 测定 完成 (Holt et aL. ,2002), 人 们 试图 


The Project was supported by Rothamsted International C RI) Post- Doctoral Fellowship (2002.10 — 2003.10) 
作者 简介 : 李 正 西 ， 男 : 1964 年 生 ， 湖南 人 ， 博士 ， 副教授 ， 主要 从 事 昆虫 分 子 生 物 学 研究 ， E-mail: zxli@ cau. edu. cn 


收 稿 日 期 Received: 2003-11-10; 接受 日 期 Accepted: 2004-04-28 


418 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 4778 


在 此 基础 上 ,通过 新 的 途径 阻 断 症 蚁 与 人 类 寄主 的 
相互 作用 关系 。 目 前 尚 无 有 效 的 症 疾 预防 和 治疗 方 
法 ,也 没有 准 疾 疫苗 面世 ,只 能 依靠 一 些 传 统 的 防治 
方法 ,如 蚊帐 和 中 国 开发 的 一 些 中 药材 (如 青 殴 素 )。 

咀 觉 对 于 昆虫 的 生存 和 和 索 衍 全 关 重 要 (Field et 
of.，2000)。 蚊 虫 作为 飞行 昆虫 ,其 寄主 发 现 过 程 受 
许多 因素 的 影响 , 但 嗅觉 起 着 关键 的 作用 (Bowen， 
1996)。 昆 虫 对 于 信息 素 和 一 般 气 味 的 感受 主要 依 
靠 位 于 触角 表皮 的 特 化 感受 器 内 的 嗅觉 神经 元 
(Singh and Nayak; 1985), 1E FA P BU zK PE LER A 
子 到 达 并 刺激 嗅觉 受 体 细胞 Colfactory receptor cells? 
或 嗅觉 神经 元 之 前 必须 穿 过 包围 受 体 细胞 的 水 溶性 
细胞 间 质 。 嗅 觉 结合 蛋白 (odorant-binding proteins: 
OBPs) 就 是 溶解 于 此 的 亲 水 性 小 重 白 分 子 , 起 着 运 
送气 味 分 子 的 作用 。 昆 忠 嗅 觉 结 合 重 和 白 是 多 基因 各 
HZ Ëk (Vogt and. Riddiford, 1981; Vogt et al.» 1989; 
Breer et al.» 1992; Vogt et al.» 1993: Pelosi» 1994 )， 
dE fei aA AA E HA C pheromone binding proteins), 35 
通 嗅觉 结合 蛋白 (genermal odorant binding proteins) 
CSteinbrecht et al.» 19952 DÀ A f& fü Zh m mE 
Cantennal-binding proteins) Robertson et al . » 1999; Vogt 
et al .，1999)。 这 类 蛋白 己 在 多 种 昆虫 类 群 ,特别 是 
鲜 翅 目 、 双 翅 目 和 款 怒 目的 一 些 昆 忠 中 报道 过 。 已 
经 鉴定 过 的 昆虫 嗅觉 结合 蛋白 在 一 级 结构 上 同 源 性 
很 低 ,但 它们 具有 共同 的 保守 结构 域 , 即 具有 2~3 
个 保守 的 二 硫 桥 结构 , 这 是 鉴定 经 典 嗅觉 结合 重 白 
的 标志 。 冈 比 亚 按 蚊 全 基因 组 序列 的 正式 发 表 为 准 
蚊 不 同 基 因 家 族 的 鉴定 和 分 析 提 供 了 前 所 未 有 的 契 
机 。 按 蚊 基 因 组 中 共 约 有 1.4 万 个 蛋白 质 编码 转录 
本 ,其 中 包括 与 蚊虫 行为 调节 (如 寄主 搜索 .吸血 和 
疙 疾 传播 ) 有 关 的 重 白 质 家 族 。 所 有 这 些 基因 都 需 
要 进一步 的 实验 验证 。 本 研究 通过 反 转 录 聚 合 酶 链 
F EC reverse transcriptase polymerase chain reaction» RT- 
PCEOARUESTEA) F EWF 3. 引物 设计 参考 了 已 
注册 的 内 比 亚 按 蚊 嗅觉 结合 蛋白 有 关 基 因 序 列 
agCP9988 和 ugCP3788 , SE T AE ERR- TER 
REAA E IRAE] apLZ9988 与 agL23788 ,并 
分 析 了 它们 的 组 织 特异 性 表达 谱 人 空间 表达 型 ), 为 
进一步 的 功能 研究 提供 了 科学 依据 。 

动物 界 不 同 的 类 群 在 气味 辨别 和 嗅觉 信号 电化 
学 传导 等 方面 的 基本 机 制 是 相似 的 (Krieger and 
Breer» 1999)。 冈 比 亚 按 蚊 嗅 觉 探 测 的 分 子 机 制 研 究 
无 疑 将 为 昆虫 嗅觉 机 制 的 研究 提供 一 个 模型 ,一方 
面 有 利于 我 国 主要 准 蚊 (如 哮 人 按 蚊 和 中 华 按 蚊 n 








觉 信号 传导 机 制 的 研究 , 另 一 方面 还 将 有 助 于 农业 
害虫 (如 蚜虫 ) 噢 觉 机 制 的 研究 , 从 而 最 终 有 望 设计 
农业 害虫 治理 的 新 方法 和 新 策略 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 虫 株 

内 比 亚 按 蚊 64 gambiae str. G3) 由 英国 洛桑 研 
究 所 生化 系 昆虫 分 子 生物 学 研究 组 提供 。 成 虫 装 于 
普通 纸杯 中 , EERI TAIRA 1590 8885.4 ~ 6 
日 龄 的 成 蚊 用 于 组 织 解剖 。 

1.2 引物 设计 

根据 冈比亚 按 蚊 全 基因 组 序列 ，agCP9988 
(GenBank 注册 号 : EAA00788) 位 于 染色 体 3L 上 ,其 
编码 序列 由 3 段 外 显 子 构成 ,包含 2 段 内 含 子 ,全 长 
基因 共 429 bpC142 TAER), 其 特异 引物 根据 该 编 
码 序列 (去 掉 信 号 肽 编码 序列 :72 bp) 设 计 , 预期 产 
物 378 bp。 引 物 序列 中 加 上 相应 的 酶 切 位 点 CNde I 
和 EcoRI ) 和 保护 碱 基 , 以 有 利于 下 一 步 的 重组 表 
达 研 究 : 

9988F: 9 -T ACATATGCCTCCACCGGATCTGGAA 

-3'(26 -mer); 
9988R: S'-AATTGAATTCTTATTAAAACAGCCCGG 
CTTTGTTICT-3'C36-mer? o 

而 agCP3788C GenBank 注册 号 :EAA04333) 位 于 
染色 体 2L 上 , 其 编码 序列 无 内 含 子 , 全 长 基因 共 
603 bpC200 TAER), 其 特异 引物 根据 该 编码 序列 
《去掉 信号 肽 编码 序列 ; 84 bp) 设计, 预期 产物 540 
bp: 

3788F: 5'-TACATATGGGCGATAATCCGTGTGCTG 

CCGG-3'C31-mer?: 
3788R: 5'-AATTGAATTCTTACTAAATCATTGGAC. 
AGATGC-3'C33- mer? « 

用 于 半 定 量 RT-PCR 的 引物 共有 3 对 : 第 1 对 
引物 来 自 蚁 上 忠 的 actin. 基因 (GenBank 注册 号 : 
U02930), 该 基因 普遍 存在 于 生物 体 的 不 同 组 织 中 ， 
是 组 织 特异 性 基因 表达 分 析 的 良好 内 部 参照 标准 。 
actin 基因 的 RT-PCR 引物 基于 其 编码 序列 设计 , TR 
期 产物 417 bp。 另 外 2 对 RT-PCR 引物 分 别 来 自 
agCP9988 和 agCP3788 的 全 长 基因 编码 序列 ,但 其 
RT-PCR 扩 增 产物 较 短 (预期 产物 : agCP9988 = 314 
bp: agCP3788 = 318 bp), 以 便于 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 
析 。RT-PCR 引物 的 设计 履 盖 相应 基因 的 内 含 子 ,以 
避免 与 基因 组 DNA JRHÉ : 
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RTactinF: 5'-CTCACGCTCAA ATACCCGAT-3' C 20- 
mer); 
RTactinR: 5'-TGCTGCTGCTGA ACCAGTAGC-3' C 20- 
mer); 
RT9988F: 5'-ACCGGATCTGGA AGATGCTGA-3'C20- 
mer); 
RT9988R: 5'-TCACTTTGTATGCCGTCTCG-3' C 20- 
mer); 
RT3788 F: 5'-AACATGTACGCGGACGGTAT-3'C20- 
mer); 
RT3788R: 5'-TGGACAGATGCTGCCATACT-3' C 20- 
mer). 
1.3 主要 试剂 及 材料 
TRlzol* Reagent C Invitrogen Life Technologies? FH 
于 总 RNA 的 提取 ; PolyATtract mRNA Isolation System 
Iy (Promega) H T mRNA 或 PolyC AD-RNA 的 纯化 ; 
Oligo C dT ) primers C Promega ) 和 SuperScript" |I 
Reverse Transcriprase RNAase H < Invitrogen Life 
Technologies) FH F cDNA 第 一 链 的 合成 ;Piatiname Pfx 
DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies? H T Æ 
因 扩 增 ; pGEM* - T Easy Vector System | (Promega) 
及 TT 连接 酶 用 于 基因 克隆 ; QIAQuick? C QIAGEN) 用 
于 切 胺 回收 ;大肠 杆菌 菌株 JM109 用 于 重组 质粒 转 
化 ; HotStarTaq? DNA polymerase C QIAGEN) FH F RT- 
PCR 分 析 。 
1.4 总 RNA 提取 、mRNA 纯化 .基因 扩 增 及 克隆 测 
序 
总 RNA KA 20 头 新 鲜 成 蚁 提取 ,参照 TRJzol? 
试剂 操作 步骤 进行 。 粗 提 物 使 用 PolyATtract 进一步 
纯化 ,得 到 mRNA. cDNA 38 — 8E 3X FH. OligoC dT), M 
SuperScript “6 R 12 cDNA 作为 模板 通过 PCR 扩 增 
得 到 目的 基因 。 然 后 通过 琼脂 糖 电 泳 分 离 目 的 基 
因 , 并 回收 纯化 回收 产物 与 克隆 载体 (Tasy 
Vector) 连 接 , 通 过 标准 蔓 白 斑 簧 选 步骤 和 酶 切 检测 ， 
得 到 阳性 克隆 , 最 后 送 测序 公司 测序 。 上 述 所 有 操 
作 均 参照 相应 用 户 操 作 指 南 。PCR 扩 增 体系 (总 友 
应 体积 50 pL): 34 pL 8 287K , 10 pL 10 x ££ Pii, 
1.5 uL dNTP i& & 3 C10 mmol/L), 1 pL Mg C50 
gmol/L2.1 pL IE R& 9| £938 & £225 pmol/L): 2 oL f 
ÎR cDNA, 0.5 uL PfxC5 U/pL?. PCR 热 循环 程序 为 : 
94% 变 性 3 min, 接着 进行 35 个 循环 : 94% 变性 
15 s.50*C3B K 30 s. 68?C 延伸 50 se PCR 产物 用 
1.596 5 HE BERE FR i) I1 kb ladder 分 子 量 标准 
参照 物 。 


1.5 候选 基因 cDNA 空间 表达 型 分 析 

将 4~6 晶 龄 的 成 蚁 在 - 207€ 79 ff 9 2 min, 然 
后 转移 到 预 冷 的 培养 下 中 , 置 于 碎 冰 上 ,在 普通 体式 
显微镜 下 解剖 蚊虫 组 织 。 将 肉 蚊 触角 连同 其 下 蜂 须 
与 虫 体 其 他 部 分 剥离 , 头 部 和 足 部 也 单独 分 开 , 最 后 
剩 下 虫 体 。 所 有 组 织 有 剥离 后 立即 分 别 用 冬 氟 固定， 
再 置 - 80% 冰 箱 保存 备用 。 组 织 特异 性 表达 谱 分 析 
采用 从 不 同 组 织 提 取 的 第 一 链 cDNA 作 模 板 , DL B 
虫 actin 基因 作 内 部 表达 参照 标准 ,进行 半 定 量 RT- 
PCR。 在 进行 空间 表达 型 分 析 之 前 ,首先 适当 调整 
来 自 不 同 组 织 的 cDNA 模板 浓度 , 使 得 actin 基因 在 
不 同 组织 中 的 表达 强度 趋 于 一 致 , 以 便 用 作 内 部 参 
照 标 准 。PCR 反应 体系 (20 pL 总 体积 ): 14.5 pL 起 
纯 水 ,2 pL 10 x PCR ZETP3R CS 15 mmol/L Mg" 2, 
0.4 uL dNTP 混合 液 (10 mmol/L). 1 pL 正 反 引物 混合 
$525 pmol/L), 2 pL 模板 cDNA, 0.1 pL HotStarTaq? 
DNA RA. PCR 热 循环 程序 为 : 95%C 变性 15 
min, 接着 进行 35 个 循环 : 94% 变 性 40 5.5318 K 
40 s. 72*C 延伸 40 s, 最 后 72% 保 温 7 min。 所 有 PCR 
反应 组 分 标准 化 , 以 增加 可 比 性 。PCR 产物 用 
1.596 CW/V T Hg fà SE Ez e SK 47 P5, 100 bp DNA 
ladder 作 标 准 分 子 量 参照 物 。 


2 ”结果 与 分 析 


2.1 克隆 测序 结果 
采用 英国 洛 双 研究 所 设计 的 特异 引物 和 高 保 真 
DNA 聚合 酶 Pfx, 通过 PCR 从 成 蚁 cDNA 模板 扩 增 获 


M A B M 





图 1 冈比亚 按 旷 嗅觉 结合 蛋白 候选 基因 PCR 扩 增 产物 
Fig. 1 PCR product of odorant-binding protein 
candidates in A. gambiae 
M: 标准 分 子 量 Molecular marker (1 kb ladder): 

A: agLZ3788(540 bp). B: agLZ9988(378 bp). 
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得 预期 大 小 的 DNA 条 带 (图 1)。 
该 条 带 经 回收 克隆 和 测序 , 并 经 翻译 预测 , 获 
得 如 下 结果 ( 原 引物 酶 切 位 点 及 保护 碱 基 未 显 ,信和 号 


(ceLZ9988) 


肽 已 删除 ?CCGenBank 注册 号 : AY604021; AY604022) 
《图 2)。 


图 2 内 比 亚 按 蚁 咱 觉 结合 蛋白 候选 基因 agLZ9988 与 agLZ3788 克隆 测序 及 氨基 酸 预 测 


cctccaccggatctggaagatgtgagcaaaattgccaacggcgaagcatttgcgctggaa 
P P P D L E D V S K I A NG E A F A L E 
tgcttgatcgagagtggactcaagctggactcgctggctgccctcteggcaaaggagctg 
C L IE SG L KLD S LAA LS A K E L 
gacacgaatggcagcaagattaagtqcttggtgaaatgtttcttcgagaaaacgaggacttc 
D T N G S8 K I K e L V K d F F E K T G F 
atgaacaaggacggccagctgcaggaggaaaccatcaccgagcagctgtccaagtttatg 
M N K D G Q L E E T I T E Q L S K F M 
ccccqcgagcqcattgaatcgctcgtcaaaaactgcaacttccaggaggcggacgcttgc 
P R E R I E S L V KN C NFE Q EB A D A 
gagacggcatacaaagtgaccgagtgctacttccagaacaaagccgggctgttttaa 





(agLZ3788) 

Mo vc c s m S E 
G D N P A A G P P V D T N P A E C C P 
scgccaatgetggtagacogtacmatcatqatquactoctacaaguagtacggegagcag 
T P M L V D G T I M M D C YKK E Q 
NEU od NS RUM UN PN UE MEUS 
T KKOLOMDGIPRGCLT1AEsGa 
atgaatgcgaccaacatgtacgcggacggtatgctgaagcgggacgatctgtcgaagatg 
M N A T N M Y A D G M L K R DD L S K M 
tttatggacgcgqtcaaggacaagccggagtggatqtcgctgagtqcgcgatgccaccaac 
F M D A V K D K P E W M S L V R D A T N 
pu d cx Q1 xp pc 
A C F EL I G K L E 
ccgagcttcaaggacoagaagatctgceatcocatctcoggeacgattetacgetacarg 
PecoS OE (oO BOX 2o CHHT Doe G0 T. X n e EM 
ae 

M M M F A Q P A S V F NV N EN C N 
aagctgcgggagtatggcagcatctgtccaatgatttag 
K L R E Y G S I C P M I - 


Fig. 2 Nucleotide sequences and predicted amino acid sequences of odorant-binding protein 
candidates agLZ9988 and agLZ3788 through cloning and sequencing in A. gambiae 
方 框 示 经 暴 昆 虫 嗅觉 结合 蛋白 二 硫 桥 结构 The amino acids in the brackets represent 


disulfide bridges characterized by typical insect odorant- binding proteins. 


上 述 序列 经 BLAST 检验 , A ER: 5; px] Ec NE Ti x 


AE [N48 CUXEECHE RFRA 99% 的 同 源 性 ,但 推 3 





结论 和 讨论 





结果 


测 毛 基 酸 序列 与 已 注册 序列 之 间 具 有 100% 的 同 源 
性 (图 3)。 
2.2 agLZ9988 和 agLZ3788 的 空间 表达 型 

尾 虫 嗅觉 结 含 香 白 一 般 位 于 触角 表皮 上 的 特殊 
感受 器 内 的 细胞 周 质 中 。 冈 比 亚 按 蚊 的 雌 蚊 通过 叮 
咬 人 体 并 吸取 人 了 血 而 传播 症 疾 ,而 雄 蚁 不 叮 人 。 因 
此 本 研究 将 肉 蚊 触角 单独 分 离 , 并 分 析 其 嗅觉 结合 
集 白 候选 基 办 的 组 织 特异 性 表达 谱 o 通过 半 定 量 
RT-PCR 技术 检验 , 发 现 它们 不 仅 在 雌 蚊 触角 表达 ， 
而 且 在 其 他 部 位 (尤其 是 足 部 ) 也 具有 较 高 的 表达 水 
PECHEI 4D. 








本 研究 结果 表明 冈比亚 按 蚊 两 个 嗅觉 结合 蛋白 
候选 基因 agLZ9988 和 agLZ3788 都 具有 昆虫 嗅觉 结 
合 蛋 白 典 型 的 保守 基 元 序列 或 结构 域 , 即 Cys T Cn) 
Cys [I C32 Cys IIl Cn; 2 Cys IV Cn, 2 Cys V C82 Cys IV 。 通 过 
分 子 建 模 发 现 , 它们 能 形成 稳定 的 三 维 球形 结构 , 其 
中 6 个 半 胱 氨 酸 分 别 交叉 形成 3 个 二 硫 键 , 即 Cys I 
= Cys I > Cys II = Cys V 和 CysK = Cys Mi。 进一步 的 
分 析 发 现 , agLZ9988 和 agLZ3788 的 三 维 结构 中 能 
形成 疏水 性 袋 状 结构 ,这 可 能 与 其 运输 气味 小 分 子 
有 关 。 另 外 , 它们 还 是 带 酸 性 的 小 蛋白 分 子 。 因 此 ， 
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从 序列 结 
















































































































































































































































































mi dl V 
李 正 西 等 : 网 比 亚 按 蚁 嗅觉 结合 蛋白 候选 基因 cDNA 的 克隆 、 鉴 定 及 其 表达 型 分 析 
( agLZ9988) 
agLZ9958; 3 gggccaacaatccg-gtgctgc 人 tg-cgatacgaacccggccgaatgttgccc 62 
HEEL E LEE TETEL FSI ILES EE ED EH EE FL N G 
agCl'9988: 96 gggcgataatcecazatgctgecggtecacctg:cgatacgaacceggecgaatgttgccc 155 
agLZ9988: 63  cacgccdaltgctsgtggacgatacgatcatgatggactgctacaagaspltacgacgagca 122 
| ! [l li .| ili il LEE EG T I 
agCPU988: 156 cacgcc[jatgctggtagalpstacgatcatgatsgactgctacaagaaB]tacsacgagca 215 
agLZ8988: 123 gacgaagaaacaactccacgatggatggcattcccaggaggttgttgcattgctgagtqtqc 182 
i HiL: » : :| | AE HUE HL I 
agCP9988: 216 gacgaagaaacagctccagatggatggcattcccaggggttgttacattgctgagtgtgc 275 
agLZ9988: 183 gatgaatgcgaccaacatgtacgeggacggtatgctgaagcgggacgatctgtcgaagat 242 
s !| Ee ANE HEEL I 
agCl 9988: 276 gatgaatgcgaccaacatgtacgeoggacggtatgctgaagcgggacgatctgtcgaagat 335 
agLZ9988: 243 gttithtggacecugtcaaggacaacccggagtggatgtcgctggtgcgcgatgccaccaa 302 
iII | *& qe | JIE :TT 
dgCH9988: 336 gttídatqgqaczcaqtcaaggacaagccggagLggatgtegctggtecgegatgccaccaa 395 
agLZ9988: 303 ne ctggcagaaaagaaga-cgacgagat cgqaggcgqggcgccaagctgga 362 
| |i o OT "Tg Hi HH GI 
agCP9988: 396 cgegtgettegagctggegqaaaagaaga-ggacgagategaggegggegccaagctgga 455 
agLZ9988: 363 accgagcttcgacqggcgagaagatctgocateccatctccggcacgattctqcoqc- II 422 
:|| X HT i EGEE MA Ti 
agCP9988: 456 | n up pu a a 515 
agl Z9988: 423 gggcatgatyatqttegcecagtgtecggegtecgtttttaacgtgaacgagaactgeaa 482 
||! LEE PHELPS T TELG] LH EE M I d d 
agCP9988: 516 gggcatgatgatattcogcccagtgtcocegcgteogtttttaacgtgaacgagaactgcaa 575 
agLZ9988: 483 caagctgcaggagtatggcagcatctgtccaatgatttag 522 
| gH iE HESS ES LER ES 
agCP9988: 576 caagctgcgagaqtatggacagcatctgtccaatgatttag 615 
agl.Z0988P 1 GDNPCAAGPPVDTNPAECCPTPMLVDGTIMKDCYKKYGEQTKKOLOMDGIPRGCCIAECA 60 
GDNPCAAGPPVDTNPAECCETPMLVDGTIMYXDCYKKYGEOTKKOLOMDGIPRGCCIAECA 
agCP9988 : 33 GDNPCAAGPPVDTNPAECCETPMLVDGTIMMDCYKKYGEQTKKOLOMDGIPRGCCIAECA 92 
agLZ9988P: 61 MNATNMYADGMLKRDDLSKMEMOAVKDKPEWMSLVRDATNACFELAEKKMDEIEAGAKLE 120 
MNATNMYADOMLEKRDDLSKMFMOAVKDKPEWMSLVRDATNACFELAEKKMDEIEAGAKLE 
agCP9988 : 93 MNATNMYADGV: K3£DLSKMFMOARVKLKPEWMSLVRDATNACFELAEKKMDEIEAGAKLE 152 
agLZ9988P: 121 PSFEGEKICHPISGTILRCHMGMMMFAOC?ASVFNVNENCNKLREYGSICPMI 172 
PSFEGEKICIIPTSGTILRCMOMMZFAOCPASVENVNENCNKLREYGSICPMi 
agCP9988 : 153 PSFEGEKICIIPLSGTILRCMHOMMMAFAOCPASVENVNENCNKLREYGSICPMI 204 
(agLZ3788) 
agLZ3788 : 4 cctccaccc gjatc: te ‘gccaacggcgaagcatrt tgcgetogaa $3 
Jud SAUL M Ti 
agCPaT8N : 97 Gctccacccgatetggaaga czgagcaaaatz Qccaacggcgaagcatttgcgetggaa 156 
agLZ3788 : 64  tgcttgatc egagagtggactcaagczggact cgctggctgccctctcggcaaaggagctg 123 
Z ds dii vel bv E sped EHE E E E T I 
agCP3788 : 157 tgcttgatcgagdagtggactcaagctggactcgctggctqccctctcggcaaaggagctg 216 
agLZ3788 : 124 gacacgaatggcsgcaagat.;aagtccttggt gaaatgtttcttídgagaaaacgggcttc 183 
[55 sss EX Cs LETS [CHE I 
agCP3788 : 217 gacacgaacggcagcaagatt dno M NIU. DES RUD E 276 
agLZ3788 : 184 atgaacaaqgacagccac caggaggaaaccatcaccgagcagetgtecaagtirarg 243 
| | li] SPERE Sades LILL TT 
agCP3788 : 277 atgaacaaggacugecagezgcadggaggaaaccatt :accgagcagctgtccaagtttatg 336 
agLZ3788: 244 cccegegaccqcattgaatcgctegtcaaaaactgcaacttecaggaggcggacgcttgc 303 
EEEIEE TEIE PIE HEEL ESEEEL EIE ELE ELE LEE EL ELS ELLE L L I 
agCP3788 : 337 ccceogcgaccqcattoaatcoctcgtcaaaaactgeaacttecaggaggcggacgcttgc 396 
agLZ3788: 304 gagacggcat .acaaactgqgacc MSIE TTTHTHIIRTPTHIT 360 
[Ti TEETH 
agCP3788 : 397 i mu M M id 453 
aglLZ3788U!: 1 PPPDLEDVSKIANGEAFALECLIESGLKLDSLAALSAKELDTNGSKIKCLVKCFFEKTGF 60 
PPPDLEDVSKiANGEAFZALECLIESGLKLDSLAALSAKELDTNGSKIKCLVKCFFEKTGF 
agCP3788: 33 PPPDLEDVSK.ANGEA"A.ECLIESGLKLDSLAALSAKELDTNGSKIKCLVKCFFEKTGF 92 
agLZ3788P: | 61 MNKDGOLQEETITEQLSKFMPRERIKSLVKNCNFOEADACETAYKVTECYFONKAGLF 118 
MNKDGQLOEETITEQLSXEKERERIESLVKNCNzZQEADACETAYKVTECYFQNKAGLF 
agCP3788 : 93 MNKDGOLCEETCITEOLSXFMPKERIESLVKNCNFQEADACETAYKVTECYFONKAGLF 150 


构 和 生化 特性 来 看 , 它们 是 较 理 
嗅觉 结合 重 白 候选 基因 。 


图 3 冈比亚 按 蚊 嗅觉 结合 重 白 候选 基因 agLZ9988 与 agLZ3788 测序 


结果 作 BLAST 检验 的 结果 


Fig. 3 BLAST results of odorant-binding protein candidates agLZ9988 and agLZ3788 in A . gambiae 


想 的 按 蚊 


嗅觉 结合 蛋白 是 准 蚊 嗅觉 信号 传导 链 中 的 它们 的 功能 5 


重要 组 成 成 分 ,其 


受 行为 中 发 挥 重要 作用 ,但 从 其 


空间 表达 型 与 功能 有 着 密切 的 关 
系 。 尽 管 agLZ9988 TlagLZ3788 具有 昆虫 嗅觉 结合 

症 蚁 的 寄主 搜索 行为 受 多 种 因素 影响 ,但 行为 ” 蛋白 典型 的 二 硫 桥 结构 , VLRH CIT] RI BE TE TE COR t 
学 和 电 生 理学 研究 表明 嗅觉 才 是 疙 蚊 发 现 寄主 的 主 感受 
要 方式 。 


421 


组 织 表达 谱 来 看 ， 
\ 只 限于 嗅觉 。 由 于 昆 忠 足 部 的 踊 
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agLZ9988—9 — 






«— actin 


!«— agLZ3788 


图 4 冈比亚 按 蚊 嗅觉 结合 蛋白 候选 基因 agLZ9988 和 agLZ3788 在 有 瞧 蚊 上 的 室 间 表达 型 分 析 
Fig. 4 Spatial expression patterns of odorant-binding protein candidates agLZ9988 and agLZ37/88 in female A. gambiae 
M: 标准 分 子 量 Molecular marker (100 bp DNA ladder); A: 触角 Antennae; H: 3k BÉ Head: L: 足 部 Leg: B: Hif Body. 


节 是 重要 的 感觉 器 官 , 噢 觉 结 合 重 白 在 痊 蚊 足 部 的 
强烈 表达 是 否 意 味 着 它们 功能 的 扩展 ? 若 果 真如 
此 ,那么 嗅觉 结合 恒 白 的 这 种 广 谱 性 表达 是 否 代表 
了 昆虫 嗅觉 重 白 的 特点 ? 所 有 这 些 问题 还 有 待 进 一 
步 澄清 。 我 们 正 进行 类 似 基因 的 重组 表达 和 纯化 ， 
有 望 获得 其 晶体 ,从 而 进行 进一步 的 功能 研究 。 

昆虫 作为 地 球 上 最 大 的 无 峭 椎 动物 类 群 ,其 生 
活 史 不 同时 期 的 许多 重要 方面 都 离 不 开化 学 通讯 ， 
如 交配 壤 秆 、 寡 主 定位 和 森 息 地 选择 。 尽 管 动物 界 
不 同类 群 在 嗅觉 信号 传导 的 基本 机 制 上 非常 相似 ， 
但 嗅觉 蛋白 的 研究 面临 严峻 的 挑战 ,因为 不 同 动物 
关 群 ,甚至 同一 动物 类 群 的 噢 沉重 白 的 一 级 结构 ( 序 
列 ) 同 源 性 很 低 ,因此 难以 来 用 传统 的 同 源 序列 克隆 
策略 进行 基因 分 离 。 按 蚊 全 基因 组 序列 的 测定 为 发 
现 和 利用 基因 提供 了 新 的 途径 。 对 候选 基因 的 最 终 
验证 必须 以 功能 研究 为 基础 ,昆虫 嗅觉 结合 蛋白 的 
分 离 鉴 定 也 不 例外 。 本 研究 通过 对 冈比亚 按 蚊 两 个 
嗅觉 结合 蛋白 候选 基因 的 克隆 测序 及 半 定 量 表 达 谱 
分 析 所 获得 的 数据 为 进一步 的 功能 研究 提供 了 重要 
依据 。 


致谢 ”本 研究 在 英国 洛桑 研 究 所 完成 ,该 研究 所 生 
化 系 在 本 研究 完成 过 程 中 给 予 了 大 力 帮 助 , 特 表 谢 
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